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k57 Resumen:
Procedimiento de obtencion y deteccion de bacterias
gram-positivas fluorescentes.
Esta invencion presenta un nuevo metodo de de-
teccion de estirpes de S. pneumoniae y L. lactis en
medio de cultivo por tecnicas de fluorescencia de-
bido a la sobreproduccion de la protena fluorescente
verde (GFP). Ente hecho puede permitir en un futuro
su utilizacion para la deteccion de: 1) la capacidad
colonizadora del microorganismo patogeno S. pneu-
moniae en cultivos de tejido humano y en modelos
animales utilizados por las industrias farmaceuticas y
2) la capacidad colonizadora del microorganismo in-
tegrante de los cultivos iniciadores L. lactis durante la
maduracion de quesos, lo cual presenta interes para
las industrias lacteas.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Procedimiento de obtencion y deteccion de bacterias gram-positivas fluorescentes.
Sector de la tecnica
Biotecnologa. Ingeniera genetica de microorganismos.
Marcaje de celulas.
Estado de la tecnica
La identicacion de microorganismos y su capacidad colonizadora requiere tediosos analisis micro-
biologicos y bioqumicos. Recientemente se ha comenzado a realizar la deteccion de bacterias mediante
tecnicas de fluorescencia. La protena fluorescente verde (GFP) codicada por el gen gfp de la medusa
Aequorea victoria posee propiedades unicas para ser utilizada como marcador no isotopico y en tiempo
real de biomoleculas en sistemas vivos. De hecho ya ha sido ampliamente utilizada en organismos eu-
carioticos (Sullivan y Kay Eds. (1999) Green fluorescent proteins, Methods in Cell Biology vol. 52, San
Diego Academic Press) y recientemente se ha comenzado a utilizar para detectar microorganismos gram-
negativos como Escherichia coli y Pseudomonas syringae (Miller y Lindow (1997) Gene 191:149-153). La
protena GFP silvestre y sus versiones modicadas presentan la caracterstica de ser autofluorescentes
(su deteccion no requiere la utilizacion de un sustrato), poseen una vida media muy larga, no provocan
efectos toxicos en los organismos probados hasta ahora y son activas en todas las celulas y tejidos, vivos
o jados, ensayados hasta el momento. Sin embargo, presentan el inconveniente de que las protenas
sintetizadas requieren, para ser activas, una oxidacion post-traduccional y para su maximo de actividad
un pH no inferior a 7 y temperaturas de sntesis inferiores a 37C (revisado en Sullivan y Kay Eds. (1999)
Green fluorescent proteins, Methods in Cell Biology vol. 52, San Diego Academic Press).
Estas caractersticas, que son reversibles, hacen que en los organismos anaerobios, termolos o acidi-
cantes sea necesario exponer a las celulas a condiciones de aerobiosis, temperatura baja, neutralidad y
eliminacion de medios de cultivo que contiene compuestos fluorescentes, antes de proceder a la deteccion
de la GFP, lo cual impide el seguimiento de la expresion de esta protena durante el crecimiento de estos
microorganismos. Probablemente debido a estos problemas, hasta el momento actual no se han obtenido
estirpes autofluorescentes de las bacterias microaerolas y acidicantes de los medios de cultivo como
Streptococcus pneumoniae y Lactococcus lactis. Estos microorganismos poseen interes biotecnologico de-
bido a que S. pneumoniae es un patogeno humano y L. lactis es una bacteria utilizada en fermentaciones
lacteas debido a sus propiedades metabolicas.
La expresion genica requiere la utilizacion de promotores que sean reconocidos por la RNA polimerasa
del huesped. La expresion del gen neumococico malM esta regulada a nivel transcripcional en S. pneu-
moniae y los niveles de su expresion dependen del azucar presente en el medio de cultivo. El responsable
de esta regulacion es el represor MalR, producto del gen cromosomico malR (Puyet y cols. (1993) J. Biol.
Chem. 268: 25402-25408), que inhibe la expresion del gen malM cuando S. pneumoniae se crece en medio
conteniendo sacarosa (Lacks (1968) Genetics 60:685-706) por union al promotor PM (Nieto y cols. (1997)
J. Biol. Chem. 272:30860-30865). La represion no tiene lugar, o es parcial, cuando S. pneumoniae se
crece en medios conteniendo maltosa, glucosa o sacarosa y maltosa (Lacks (1968) Genetics 60:685-706).
Esta regulacion solo tiene lugar en estirpes de S. pneumoniae productoras de MalR (como R61), ya que en
estirpes conteniendo mutaciones en el gen malR (como Rc19) se ha detectado una expresion constitutiva
de malM independiente del medio de cultivo (Lacks (1968) Genetics 60:685 -706).
Descripcion de la invencion
En la presente solicitud de patente se describe un procedimiento para subclonar el gen gfp bajo el
control de los promotores del gen malM, silvestre y mutante, de S. pneumoniae presentes en los plasmidos
pLS70 y pLS69 (Fig. 1). Mediante este procedimiento se han construido y establecido en S. pneumoniae
los plasmidos pLS70GFP y pLS69GFP (Fig. 1), y se ha transferido el gen gfp al cromosoma de S. pneu-
moniae (Fig. 1). Los plasmidos mencionados anteriormente y la insercion cromosomica codican para
la GFP y su presencia en las bacterias les conere fluorescencia (Tabla I). El promotor del gen malM es
funcional en L. lactis y permite la expresion de gfp y la sntesis de GFP en forma activa en este microor-
ganismo (Tabla I) a partir del plasmido pLS1GFP construido en E. coli y posteriormente transferido a
L. lactis (Fig. 2). La sobreexpresion de la protena GFP ha permitido la deteccion de estirpes de S.
pneumoniae y L. lactis portadoras de GFP en cultivos mixtos con estirpes isogenicas no portadoras (Fig.
3). La utilizacion del promotor del gen malM por la RNA polimerasa de S. pneumoniae esta regulada
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por el represor MalR y permite la expresion de gfp en monocopia o multicopia de forma constitutiva o
inducible en S. pneumoniae dependiendo de la estirpe bacteriana utilizada (Fig. 4).
Esta invencion presenta la ventaja de permitir la deteccion de estirpes de S. pneumoniae y L. lactis en
medio de cultivo por tecnicas de fluorescencia debido a la sobreproduccion de la GFP. Este hecho puede
permitir en un futuro su utilizacion para la deteccion de: 1) la capacidad colonizadora del microorganismo
patogeno S. pneumoniae en cultivos de tejido humano y en modelos animales utilizados por las industrias
farmaceuticas y 2) la capacidad colonizadora del microorganismo integrante de los cultivos iniciadores L.
lactis durante la maduracion de quesos, lo cual presenta interes para las industrias lacteas y forma parte
de la presente invencion.
Ejemplos
Ejemplo 1
Construccion del plasmido pLS70GFP
El clonaje se realizo en la estirpe silvestre de S. pneumoniae R61 (Lacks (1970) J. Bacteriol. 101:373-
383). El plasmido pLS70 (Fig. 1 y Stassi y cols. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci USA 78:7028-7032)
compuesto por el plasmido de S. agalactiae pMV158 y un inserto cromosomico de S. pneumoniae conte-
niendo malXmalMmalP y los promotores silvestres PX y PM (Stassi y cols. (1982) Gene 20: 359-366)
fue linearizado con el enzima de restriccion SacI. El plasmido pGreenTIR (Fig. 1 y Miller y Lindow
(1997) Gene 191:149-153), compuesto del vector de E. coli pUC1813 y del gen gfp mutante que codi-
ca la protena GFP-P64LS65T fue digerido con el enzima de restriccion SacI. Uno de los fragmentos
SacI generados, de 0,8 kb incluyendo el gen gfp, fue puricado, ligado al plasmido pLS70 utilizando la
DNA ligasa del colifago T4 y dicha mezcla de ligacion fue utilizada para transformar S. pneumoniae.
Los transformantes resistentes a tetraciclina (marcador del plasmido) fueron analizados para contenido
plasmdico en geles de agarosa al 0,8 %. El plasmido recombinante obtenido se denomino como parte de
esta invencion pLS70GFP (Fig. 1) y contiene el gen gfp bajo el control del promotor PM silvestre. La
estirpe de S. pneumoniae R61 [pLS70GFP] esta depositada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo y
presenta todas las caractersticas de la CECT n 5162.
Ejemplo 2
Construccion del plasmido pLS69GFP
El clonaje se realizo en la estirpe de S. pneumoniae T4 (trtl, hex4, malM594) incapaz de crecer en
maltosa por contener una mutacion en el gen malM y por tanto carecer del enzima amilomaltasa codi-
cado por dicho gen (Lacks (1968) Genetics 60:685-706). El plasmido pLS69 (Fig. 1 y Stassi y cols. (1981)
Proc. Natl. Acad. Sci USA 78:7028-7032) compuesto por el plasmido pMV158 y un inserto cromosomico
de S. pneumoniae conteniendo malXmalMmalP y los promotores debiles mutantes P’X y F’M (Stassi
y cols. (1982) Gene 20:359-366) fue linearizado con el enzima de restriccion SacI. El plasmido pGreenTIR
fue digerido con el enzima de restriccion SacI. Uno de los fragmentos SacI generados, de 0,8 kb incluyendo
el gen gfp, fue puricado, ligado al plasmido pLS69 linearizado utilizando la DNA ligasa del colifago T4
y dicha mezcla de ligacion se utilizo para transformar S. pneumoniae. Los transformantes resistentes a
tetraciclina fueron analizados para determinar su contenido plasmdico en geles de agarosa al 0,8 %. El
plasmido recombinante obtenido se denomino como parte de esta invencion pLS69GFP (Fig. 1) y contiene
el gen gfp bajo el control del promotor PmalM mutante. La estirpe S. pneumoniae T4[pLS69GFP] esta
depositada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo y presenta todas las caractersticas de la CECT
n 5160.
Ejemplo 3
Construccion de la estirpe R61 malM::gfpcat de S. pneumoniae
El plasmido pLS70GFP (Fig. 1) se digirio parcialmente con el enzima de restriccion SacI. El plasmido
linearizado fue puricado y sus extremos protuberantes 3’, (generados por la digestion) convertidos en
romos por digestion con la nucleasa Mung bean y polimerizacion con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa 1 de E. coli (fragmento Klenow). El plasmido pJS3 (Ballester y cols. (1986) Gene 41:153-163)
fue digerido con el enzima de restriccion Sau3AI. Uno de los fragmentos generados, de 1,1 kb incluyendo
el gen cat, fue puricado, sus extremos 5’ protuberantes rellenados y el fragmento ligado al plasmido
pLS70 linearizado. Dicha mezcla de ligacion se utilizo para transformar S. pneumoniae. Los transfor-
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mantes cloramfenicol resistentes fueron analizados para determinar su contenido plasmdico en geles de
agarosa al 0,8 %. La ausencia de plasmido indico que el gen cat haba sido introducido en el cromosoma
por disrupcion del gen malM. La identidad de la estructura genica de la insercion cromosomica de uno
de los transformantes, denominado R61 malM::gfpcat, se establecio por determinacion de la secuencia de
nucleotidos de su gen malM mutado. Para ello se amplico dicho gen por la tecnica de la reaccion de
polimerizacion en cadena (PCR) utilizando la DNA polimerasa Dynazyme y empleando como substratos:
DNA cromosomico y los oligonucleotidos mal1 (5’-CGAGCACGAGCATCTGCATCTGG-3’) y mal2 (5’-
GCGGTGAAACGTTTCTTTGAAGTCG-3’). El fragmento amplicado de 2,0 kb fue posteriormente
secuenciado. Los datos de secuencia de DNA (SEQ ID NO:1) mostraron que la insercion cromosomica
contiene un gen gfp y un gen cat bajo el control del promotor PM silvestre (Fig. 1). La estirpe S. pneu-
moniae R61 malM::gfpcat esta depositada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo y presenta todas
las caractersticas de la CECT n 5158.
Ejemplo 4
Construccion del plasmido pLS1GFP
Con el n de expresar la GFP en L. lactis se transrieron a la estirpe MG1363 de este microorga-
nismo los plasmidos pLS70GFP y pLS69GFP por electroporacion, utilizando DNA plasmdico obtenido
de las estirpes R61[pLS70GFP] y T4[pLS69GFP] y seleccionando los transformantes por resistencia a
tetraciclina. Ambos plasmidos, aunque expresaban la GFP, presentaron inestabilidad estructural y se
detecto generacion de plasmidos delecionados (resultados no mostrados). El resultado obtenido con
pLS70GFP no fue sorprendente, ya que su plasmido parental pLS70 haba mostrado inestabilidad es-
tructural en Bacillus subtilis (Lopez y cols. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5189 -5193) y su
inserto cromosomico malXmaMmalP conteniendo los promotores silvestres PX y PM no pudo ser
clonado en el vector pBR322 de E. coli (Stassi y cols. (1982) Gene 18:319-328). Sin embargo, el efecto
deletereo en L. lactis del inserto cromosomico de S. pneumoniae presente en pLS69 y conteniendo los
promotores debiles P’X y P’M no haba sido observado previamente ni en B. subtilis (Espinosa y cols.
(1984) Gene 28:301-310) ni en E. coli (Stassi y cols. (1982) Gene 18:319-328). Experimentos de clo-
naje de regiones del inserto cromosomico de pLS70 en el vector pJDC9 de E. coli (Chen y Morrison
(1988) Gene 155-164) y la determinacion de la secuencia de los plasmidos delecionados generados en
B. subtilis (Lopez y cols. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:5189-5193) sugirieron que tanto la
elevada transcripcion a partir de los promotores como el producto truncado del gen malX podran ser
responsables de la inestabilidad plasmdica. Por este motivo y ya que la fusion PM -gfp era funcional en
L. lactis se procedio a construir como parte de esta invencion el plasmido pLS1GFP (Fig. 2). En el
vector pLS1, derivado del plasmido pMV158 (Lacks y cols. (1986) J. Mol. Biol. 192:753-765) se clono
un fragmento de DNA que incluye las secuencias de los promotores PX y PM , y bajo el control de este
ultimo promotor se expreso el gen gfp. Para ello se amplico la region que incluye los promotores PM y
PX por la tecnica de PCR utilizando la DNA polimerasa Pfu y empleando como substratos: DNA del
plasmido pLS70 y los oligonucleotidos mal3 (5’-GCAGAATTCAAGTTTTATTGATAAGGAAAC-3’) y
mal4 (5’-CGCGGATCCATCTCTAGAGTATTTTGCAGACGCAAACG-3’) que incluyen secuencias de
reconocimiento para las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI respectivamente. El fragmento ampli-
cado de 0,5 kb fue puricado, digerido con las enzimas de restriccion EcoRI-BamHI y ligado al plasmido
pJDC9 (Fig. 2) y (Chen y Morrison (1988) Gene 155-164) previamente linearizado por digestion con
EcoRI y BamHI. Dicha mezcla de ligacion se utilizo para transformar E. coli. JM109. Los transfor-
mantes eritromicina resistentes fueron analizados para determinar su contenido plasmdico en geles de
agarosa al 0,8 %. El plasmido resultante pJDC9XM (Fig. 2) fue digerido con el enzima de restriccion SalI
y los extremos protuberantes 5’ generados por la digestion fueron rellenados con el fragmento Klenow.
El plasmido pGreenTIR fue digerido con el enzima de restriccion EcoRI. Uno de los fragmentos EcoRI
generados, de 0,8 kb incluyendo el gen gfp, fue puricado, sus extremos protuberantes rellenados y ligado
al plasmido pJDC9XM linearizado. Dicha mezcla de ligacion se utilizo para transformar E. coli JM109.
Los transformantes seleccionados por resistencia a eritromicina contenan el plasmido pJDC9GFP (Fig.
2) y expresaban la protena GFP (resultado no mostrado). Este plasmido recombinante fue digerido
con los enzimas de restriccion ClaI y EcoRI y posteriormente los extremos protuberantes 5’ generados
por la digestion rellenados. Uno de los fragmentos de restriccion obtenidos de 3,1 kb, que contiene los
promotores PM y PX y los genes gfp y erm. El plasmido pLS1 fue digerido con los enzimas de restriccion
HindIII y EcoRI y los extremos protuberantes 5’ generados por la digestion rellenados. Uno de los frag-
mentos de 4,0 kb fue puricado, ligado al fragmento de 3,1 kb procedente del plasmido pJDC9GFP y la
mezcla de ligacion fue utilizada para transformar E. coli C600. Los transformantes fueron seleccionados
por resistencia a eritromicina y su contenido plasmdico analizado en geles de agarosa al 0,8 %. De los
plasmidos recombinantes analizados, se selecciono uno que contena el fragmento clonado en la orientacion
correcta para que la transcripcion a partir del PX se detuviera en el terminador transcripcional del gen
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mob del vector (Fig. 2). Este plasmido se denomino como parte de esta invencion pLS1GFP y contiene
el gen gfp bajo el control del promotor PM silvestre. La estirpe E. coli C600 [pLS1GFP] esta depositada
en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo y presenta todas las caractersticas de la CECT n 5157. El
plasmido pLS1GFP fue transferido a L. lactis MG1363 por electroporacion con DNA plasmdico obtenido
de la estirpe C600[pLS1GFP] y seleccion para resistencia a eritromicina. El contenido plasmdico de los
transformantes y la estabilidad estructural de pLS1GFP despues de 100 generaciones de crecimiento se
comprobo mediante analisis en geles de agarosa al 0,8 %. La estirpe L. lactis MG1363[pLS1GFP] esta
depositada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo y presenta todas las caractersticas de la CECT
n 5163.
Ejemplo 5
Deteccion de la expresion de GFP en S. pneumoniae y L. lactis mediante determinacion de los niveles
de fluorescencia
Celulas de las estirpes de S. pneumoniae R61, R61 [pLS70GFP], T4[pLS69GFP] y R61 malM::gfpcat
fueron crecidas en medio AGCH suplementado con glucosa al 0,8 % a una A650 de 0,4. Celulas de la
estirpe de L. lactis MG1363 conteniendo el plasmido vector pLS1 o pLS1GFP fueron crecidas en medio
M17 suplementado con glucosa al 1 % y tetraciclina a 1 2g/ml a una A660 de 0,4. Un mililitro de cada uno
de los cultivos fue sedimentado por centrifugacion y las celulas se resuspendieron en 1 ml de tampon PBS
pH 8 (10 mM Na2HPO4, 1 mM KH2PO4 , 140 mM NaCl, 3 mM KCl). La determinacion de los niveles
de fluorescencia de 0,2 ml de estas muestras, as como de aquellos presentes en muestras de 0,2 ml de los
cultivos sin tratar, se determino en un espectrofotometro de fluorescencia LS-50B (Perkin Elmer) mediante
excitacion a una longitud de onda de 488 nm y deteccion de emision de fluorescencia a una longitud de
onda de 511 nm. Los resultados obtenidos aparecen recogidos en la Tabla I. En todas las muestras de
las estirpes analizadas se detecto fluorescencia, siendo esta superior en las estirpes portadoras del gen gfp
y superiores en las muestras de cultivos tratadas con PBS. El analisis de la fluorescencia de los medios
de cultivo y de sobrenadantes de cultivos crecidos a distintas absorbancias (resultados no mostrados)
demostro que la fluorescencia intrnseca del medio decreca como consecuencia del crecimiento bacteriano,
indicando que compuestos fluorescentes del medio eran parcialmente consumidos por las bacterias. Por
ello, para determinar la fluorescencia debida a GFP en las estirpes portadoras, se sustrajeron a los valores
obtenidos en estas estirpes aquellos detectados en las estirpes isogenicas no portadoras (Tabla I). As, se
comprobo que en S. pneumoniae los niveles de fluorescencia de GFP eran aproximadamente el doble en
muestras conteniendo celulas en PBS, mientras que en L. lactis aunque GFP era detectada en medio de
cultivo su autofluorescencia era muy inferior a la observada en PBS. Estos resultados demuestran que la
expresion de la protena GFP puede ser detectada en S. pneumoniae y en L. lactis tanto en medio de
cultivo como en PBS mediante la utilizacion de un espectrofotometro de fluorescencia.
TABLA I
Comparacion de la fluorescencia de GFP en S. pneumoniae y L. lactis
Bacteria Plasmido Intensidad Intensidad Intensidad en Intensidad Proporcion
en PBS corregida en medio corregida en corregida
(a) PBS (b) (a) medio (b) (PBS/medio)
S. pneumoniae R61 { 65,1 0,0 85,5 0,0 {
S. pneumoniae R61 { 133,6 68,5 120,9 35,4 1,9
malM::gfpcat
S. pneumoniae R61 pLS70 167,5 102,4 136,4 50,9 2,0
S. pneumoniae T4 { 60,4 0,0 80,2 0,0 {
S. pneumoniae T4 pLS69 114,2 53,8 109,7 29,5 1,8
L. lactis MG1363 pLS1 62,6 0,0 36,9 0,0 {
L. lactis MG1363 pLS1GFP 121,7 59,1 49,0 12,1 4,9
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(a) La fluorescencia de 0,2 ml de muestra se midio en placas de microttulo en un espectrofotometro de
fluorescencia LS-50B (Perkin Elmer) mediante una excitacion a una longitud de onda de 488 nm con una
apertura de 2,5 y la deteccion de emision de fluorescencia se realizo a una longitud de onda de 511 nm
con una apertura de 7.
(b) La fluorescencia debida a GFP fue obtenida por substraccion a los valores obtenidos en las estirpes
portadoras (a) aquellos detectados en las estirpes isogenicas no portadoras.
Ejemplo 6
Deteccion de la expresion de GFP en S. pneumoniae y L. lactis mediante microscopa de fluorescencia
Celulas de las estirpes de S. pneumoniae R61, R61[pLS70GFP] y R61 malM::gfpcat fueron crecidas
en medio AGCH suplementado con glucosa al 0,8 % a una A650 de 0,4. Celulas de la estirpe de L.
lactis MG1363[pLS1] y MG1363[pLS1GFP] fueron crecidas en medio M17 suplementado con glucosa al
1 % a una A660 de 0,4. Las celulas de R61 fueron mezcladas con las de R61[pLS70GFP] o con las de
R61 malM::gfpcat y las celulas de MG1363[pLS1] fueron mezcladas con las de MG1363[pLS1GFP]. Las
preparaciones mixtas fueron analizadas por microscopa de contraste de fase y de fluorescencia utilizando
un microscopio Zeiss Axioplan (Universal microscope) con ltros de fluorescencia de excitacion Standard
FITC set D480/30 y emision TBP 460/530/610. Los resultados obtenidos aparecen recogidos en la Fig. 3.
La fluorescencia de la protena GFP permitio detectar las celulas de S. pneumoniae y L. lactis, portadoras
de GFP por microscopa de fluorescencia. La comparacion de las imagenes obtenidas por microscopa
de contraste de fase y de fluorescencia mostro una identicacion cuantitativa de celulas portadoras y no
portadoras. Estos resultados demuestran que la expresion de la protena GFP puede ser utilizada para
realizar estudios ecologicos de S. pneumoniae y L. lactis.
Ejemplo 7
Caracterizacion de la estirpe Rc19 de S. pneumoniae y construccion de las estirpes Rc1[pLS70GFP] y
Rc19 malM::gfpcat
La expresion del gen malM en esta estirpe es constitutiva debido a una mutacion, que ha-
bla sido previamente localizada en el gen malR (Lacks (1968) Genetics 60:685-706). La identi-
dad de la mutacion se establecio por determinacion de la secuencia de nucleotidos del gen malR
mutado de la estirpe Rc19. Para ello se amplico dicho gen por la tecnica de PCR utili-
zando la DNA polimerasa Dynazyme y empleando como substratos: DNA cromosomico y los
oligonucleotidos malr1 (5-ACGCAGAATTCGCCCGTTACGATTAAAGACGTG 3’) y malr2 (5’-
ACGTCAAGCTTTTATTTTTCGATAATTTTGTGGGC 3’), que contienen respectivamente los sitios
de corte para los enzimas de restriccion EcoRI y HindIII. El fragmento amplicado de 1010 pb fue pos-
teriormente secuenciado. Los datos de secuencia de DNA (SEQ ID NO:2) mostraron que la protena
MalR, codicada por la estirpe Rc19, portaba una delecion de 4 aminoacidos en una region de la protena
supuestamente implicada en union a DNA, condicion necesaria para llevar a cabo su funcion represora.
El plasmido pLS70GFP, obtenido de la estirpe R61, fue transferido a la estirpe Rc19 seleccionando
los transformantes para resistencia a tetraciclina. La estirpe Rc19[pLS70GFP] esta depositada en la Co-
leccion Espa~nola de Cultivos Tipo y presenta todas las caractersticas de la CECT n 5159.
El inserto malM::gfpcat fue transferido a la estirpe Rc19 por transformacion cromosomica utilizando
DNA genomico de la estirpe R61 malM::gfpcat y seleccion para resistencia a cloramfenicol. La estirpe
obtenida se denomino Rc19 malM::gfpcat, esta depositada en la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo y
presenta todas las caractersticas de la CECT n 5161.
Ejemplo 8
Deteccion de la expresion constitutiva e inducible de GFP en S. pneumoniae
Celulas de las estirpe de S. pneumoniae R61, R61 [pLS70GFP], R61 malM::gfpcat, Rc19, Rc19
[pLS70GFP] y Rc19 malM::gfpcat fueron crecidas en medio AGCH suplementado con 0,8 % (estirpe
R61 e isogenicas) o 0,4 (estirpe Rc19 e isogenicas) de los azucares indicados en la Fig. 4. Las estirpes
con el inserto malM::gfpcat no pueden utilizar maltosa como fuente de carbono, debido a que el enzima
amilomaltasa (producto del gen malM) es necesario para el metabolismo de la maltosa y no es sintetizado
por estas estirpes. El crecimiento bacteriano se monitorizo por medida de las absorbancias de los cultivos,
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comprobandose que el tiempo de duplicacion de las bacterias no se alteraba por la presencia del gen gfp en
monocopia o multicopia (resultados no mostrados). A las absorbancias indicadas en la Fig. 4 se tomaron
muestras y se determino su fluorescencia en el medio de cultivo mediante espectrometra de fluorescencia.
En la Fig. 4 aparecen recogidos los resultados obtenidos con las estirpes portadoras del gen gfp previa
substraccion de los niveles de fluorescencia detectados en la estirpe isogenica no portadora. En el caso de
la estirpe Rc19 (carente de MalR) se detecto una expresion constitutiva de la GFP en todos los medios
probados a partir del gen gfp en multicopia o en monocopia, existiendo una correlacion entre los niveles
de fluorescencia y la biomasa. La expresion de GFP fue 5 veces superior a partir de pLS70GFP que
a partir de malM::gfpcat. Esta diferencia en niveles de expresion, ya haba sido previamente observada
cuando se determino directamente la expresion del gen malM silvestre por determinacion de la actividad
amilomaltasa (Stassi y cols. (1981) Proc. Natl. Acad. Sci USA 78:7028-7032) y no esta estrictamente
correlacionada con la dosis genica, ya que el plasmido tiene un numero de copias de 25 por equivalente
genomico. En el caso de la estirpe R61 se detecto fluorescencia en todos los medios probados incluso
en medio conteniendo sacarosa (condicion de represion maxima por MalR), existiendo una correlacion
entre los niveles de fluorescencia y la biomasa excepto en el caso de la estirpe R61[pLS70GFP] crecida
en glucosa. En este huesped la expresion de gfp en monocopia o en multicopia apareca regulada por
el represor MalR codicado por el gen malR cromosomico. Los niveles mas elevados fueron detectados
en la estirpe R61[pLS70GFP] crecida en maltosa y tanto en la estirpe R61[pLS70GFP] como en la R61
malM::gfpcat se observo induccion de la expresion de gfp en medios conteniendo glucosa o sacarosa y mal-
tosa. Los resultados obtenidos muestran que las estirpes construidas permiten una expresion cuantitativa,
correlacionada con la biomasa, constitutiva o inducible de GFP y que el gen gfp (por determinacion de
la autofluorescencia de su producto) puede ser utilizado para realizar estudios de expresion genica en S.
pneumoniae.
Figuras
Figura 1.- Construccion de los plasmidos pLS70GFP, pLS69GFP y del inserto cromosomico malM::gfpcat
que contienen el gen gfp bajo el control de los promotores de S. pneumoniae PM silvestre (pLS70GFP e
inserto cromosomico) o P’M mutante (pLS69GFP). Contiene los mapas fsicos de pLS70, pLS69, pGre-
enTIR, pLS70GFP, pLS69GFP y el inserto cromosomico malM::gfpcat. Los smbolos geneticos utilizados
son: gfp, codica para la protena fluorescente verde; malM, codica para el enzima amilomaltasa; malX,
codica para una permeasa de maltosacaridos; malP, codica para el enzima maltosa fosforilasa; cat, tetL
y bla, codican para las protenas responsables de la resistencia a cloramfenicol, tetraciclina y ampicilina
respectivamente; copG y repB, codican para las protenas implicadas en la replicacion de plasmidos ba-
sados en pMV158; ori, region del origen de replicacion del plasmido pGreenTIR; PM y P’M , promotores
silvestre y mutante de malM; PX y P’X , promotores silvestre y mutante de malX, Plac, promotor del gen
gfp en pGreenTIR; TIR, region requerida para la traduccion del gen gfp; ENH, secuencia que incrementa
la traduccion de gfp; SD, sitio de union de los ribosomas.
Figura 2.- Construccion del plasmido pLS1GFP que contiene el gen gfp bajo el control del promotor
PM silvestre. Contiene los mapas fsicos de los plasmidos pJDC9, pGreenTIR, pJDC9XM, pGreenTIR,
pLS1 y pLS1GFP. Los smbolos geneticos utilizados son: gfp, codica para la protena fluorescente verde;
copG y repB, codican para las protenas de replicacion de plasmidos basados en pMV158; tetL, bla y
erm, codican para las protenas responsables para la resistencia a tetraciclina, ampicilina y eritromicina
respectivamente; ori, identica las regiones necesarias para la replicacion de los diferentes plasmidos,
ter, terminador transcripcional del gen mob del plasmido pMV158; PM y PX , promotores silvestres del
gen malX y malM respectivamente; lacZ’, fragmento M15 del gen lacZ, MCS, sitio de clonaje multiple;
Plac, promotor del gen gfp en pGreenTIR; TIR, region requerida para la traduccion del gen gfp; ENH,
secuencia que incrementa la traduccion de gfp; SD, sitio de union de los ribosomas.
Figura 3.- Deteccion de la expresion de GFP en S. pneumoniae y L. lactis por microscopa. Contiene foto-
grafas de cultivos celulares detectados por microscopa de contraste de fase (izquierda) y de fluorescencia
(derecha). (A). Cultivo mixto de las estirpes de S. pneumoniae R61 y R61[pLS70GFP]; (B). Cultivo
mixto de las estirpes de S, pneumoniae R61 y R61 malM::gfpcat; (C). Cultivo mixto de las estirpes de L.
lactis MG1363[pLS1] y MG1363[pLS1GFP]. Las flechas indican algunas de las celulas no fluorescentes.
Figura 4.- Deteccion de la expresion constitutiva o inducible de gfp en monocopia y en multicopia en
S. pneumoniae. Contiene los niveles de fluorescencia de cultivos de: (A) Rc19[pLS70GFP]; (B) Rc19
malM::gfpcat; (C) R61[pLS70GFP]; (D) R61 malM::gfpcat. Smbolos: S, cultivos crecidos en sacarosa; G,
cultivos crecidos en glucosa; M, cultivos crecidos en maltosa; SM, cultivos crecidos en sacarosa y maltosa.
La fluorescencia de 1 ml de muestra se midio en cubeta utilizando un espectrofotometro de fluorescencia
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LS-50B (Perkin Elmer) mediante una excitacion a una longitud de onda de 488 nm con una apertura
de 2,5 y la deteccion de emision de fluorescencia se realizo a una longitud de onda de 511 nm con una
apertura de 5.
Lista de Secuencias
SEQ ID NO: 1
Longitud de la secuencia: 2009 nucleotidos
Tipo de secuencia: nucleotidos
Numero de helices: doble helice
Conguracion de la secuencia: lineal
Tipo de molecula secuenciada: ADN genomico
Origen de la molecula: Streptococcus pneumoniae R61 malM::gfpcat
Fuente experimental inmediata de la secuencia: fragmento de DNA de 2,0 kb obtenido por PCR
Caractersticas de la secuencia: inserto conteniendo los genes gfp y cat introducido en el cromosoma de S.
pneumoniae por manipulacion genetica y disrupcion del gen malM nucleotidos 1-62 gen malM truncado
nucleotidos 91-804 gen gfp
nucleotidos 1207-1923 gen cat
nucleotidos 1956-2009 gen malM truncado
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SEQ ID NO: 2
Longitud de la secuencia: 1000 nucleotidos
Tipo de secuencia: nucleotidos
Numero de helices: doble helice
Conguracion de la secuencia: lineal
Tipo de molecula secuenciada: ADN genomico
Origen de la molecula: Streptococcus pneumoniae Rc19
Fuente experimental inmediata de la secuencia: fragmento de DNA de 1 kb obtenido por PCR
Caractersticas de la secuencia: gen malR conteniendo una delecion de 12 nucleotidos
nucleotidos 1-987 gen malR
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nucleotidos delecionados 166-177 del gen, marcados en negrita.
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REIVINDICACIONES
1. ADN recombinante caracterizado porque esta constituido por la secuencia del gen gfp de Aequo-
rea victoria y por la secuencia del promotor malM que regula su expresion.
2. Vector de expresion genica caracterizado porque contiene el ADN recombinante segun la reivin-
dicacion 1.
3. Vector de expresion genica segun reivindicacion 2 caracterizado porque pertenece al grupo si-
guiente: pLS70GFP, pLS69GFP y pLS1GFP.
4. Celulas transformadas caracterizadas porque contienen los vectores de expresion genica segun
una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 3.
5. Celulas transformadas caracterizadas porque contienen el ADN recombinante segun la reivindi-
cacion 1 integrado en el cromosoma bacteriano.
6. Celulas transformadas segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 y 5 caracterizadas porque
pertenecen al grupo de bacterias gram-positivas, microaerolas y acidicantes de los medios de cultivo.
7. Celulas transformadas segun reivindicacion 6 caracterizadas porque pertenecen al grupo siguiente:
Streptococcus pneumoniae, E. coli y Lactococcus Lactis.
8. Celulas transformadas segun reivindicacion 7 caracterizadas porque pertenecen al grupo si-
guiente: R61 [pLS70GFP] (CECT 5162), T4[pLS69GFP] (CECT 5160), R61[malM::gfpcat] (CECT 5158),
E. coli C600[pLS1GFP] (CECT 5157), R19[pLS70GFP] (CECT 5159), R19[malM::gfpcat] (CECT 5161),
M61363[pLS1GFP] (CECT 5163).
9. Metodo de deteccion de las celulas transformadas segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a
la 8, caracterizado por las siguientes etapas:
- determinacion de los niveles de fluorescencia en estas celulas
- determinacion de los niveles de fluorescencia en las celulas control (estirpes isogenicas no portadoras
del gen gfp), y
- identicacion de las celulas comparando los niveles de fluorescencia.
10. Metodo de deteccion de las celulas transformadas segun la reivindicacion 9, caracterizado por-
que la determinacion de los niveles de fluorescencia se realiza mediante espectrometra de fluorescencia o
por microscopa de contraste de fase y de fluorescencia.
11. Uso de las celulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a la 8 y pertenecientes a la especie
de S. pneumoniae en la determinacion de la capacidad colonizadora de las mismas en cultivos de tejido
humano y en modelos animales.
12. Uso de las celulas segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a la 8 y pertenecientes a la especie
de L. lactis en la determinacion de la capacidad colonizadora de las mismas en los cultivos iniciadores de
fermentaciones lacteas.
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